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Abstract of EP0454599 

Ligament prosthesis comprising an elongate, 
flexible and strong framework, and an 
extracellular matrix covering the said framework, 
characterised in that the framework is a tubular 
sheath (1) permeable to the extracellular matrix 
in the liquid state, the said sheath being filled with 
a dry internal extracellular matrix (2') and covered 
on the outside by a dry external extracellular 
matrix (2), one and/or the other of the two 
extracellular matrices passing through the 
sheath. 
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L'invention conceme une prothese ligamentaire a usage humain ou veterinaire, pour remplacer un ligament 
nature!. 

Les protheses actuellement decrites font office de ligaments artificiels destines & remplacer ou d renforcer 
les ligaments I6s6s. 

5 Elles sont r6alis6es a partir d'une armature en materiaux synthetiques to!6r6s par I'organisme et presentant 

une certaine resistance £ la traction avec une capacity d'extension limitee, par eiasticite notamment A titre 
d'exemple de materiaux synthetiques, on peut citer les fibres de polyterephtaethyiene-glyco! commercial is6es 
sous la marque DACRON, les fibres polyt6trafluoro6thy!6niques connues sous la marque TEFLON, et les fibres 
de polyamide (NYLON). 

10 Les protheses ligamentaires se heurtent a deux probl&mes majeure, le premier mecanique, le second bio- 

logique, c'est-a-dire respectivement : 

- le probleme de la rupture, la prothese etant sans cesse soumise k des flexions, extensions et abrasions 
sur les crates osseuses 

- le probieme des reactions d'intoierance, malgre la biocompatibilite des materiaux employes, entraTnant 
15 des synovites, voire des rejets. 

Une solution au premier probieme est notamment apportee par des protheses realtsees par le tricotage 
d'un fil polyethylenique de grande resistance, commercialise sous la marque RASHEL par example, conferant 
au treBlis ainsi obtenu, souplesse et solidite. 

Le second probieme est lie a une habitation ou colonisation de la prothese ligamentaire consistant en 
20 I'obtention d'un tissu coliagenique, ftbroplastique ou conjonctif. Les protheses habitables actuellement exis- 
tantes, parfois realisees en un materiau biodegradable, n'induisent pas une colonisation de bonne qualite, ce 
qui entratne des complications immunologiques et/ou mecaniques. 

Le document EP-O0 296 078 decrit un biomateriau a base de Tassociation coOagene-chitosane-glycosa- 
minoglycanes colon isable, notamment par les fibroplastes, et propose d'utiliser un tel biomateriau pour couvrir 
25 la prothese ligamentaire et ainsi en faciliter son habitation cellulate. 

L'interface entre la prothese et le tissu environnant est constitue par une matrice extracelfuiaire, collagene- 
chitosane-glycosaminogtycanes, facilitant le developpement de fibroplastes et la reconstitution du tissu 
conjonctif. 

Dependant, cette couche de matrice extracellulaire d'une part est biodegradable au risque de disparaltre 
30 avant que ('habitation n'ait substantieliement avance, d'autre part ne permet qu'une colonisation exterieure en 
surface de la prothese. 

La presente invention apporte une prothese ligamentaire qui resoud a la fois les problemes mecaniques 
et biologiques rencontres par les protheses connues. 

La prothese selon l'invention consiste essentiellement en une armature allongee, souple et resistante et 
35 en une matrice extracellulaire couvrant iadite anmature, I'armature etant une gaine tub ul aire permeable a la 
matrice extracellulaire a retat liquide, Iadite gaine etant remplie avec une matrice extracellulaire interne seche 
et recouverte a I'exterieur par une matrice extracellulaire exteme seche, la gaine etant travers6e par Tune et/ou 
Tautre des deux matrices extracellulaires. 

Par matrice extracellulaire dans la presente invention, on entend un materiau extracellulaire biologique arti- 
40 ficiei, a I'origine d retat liquide et a retat solide, poreux, apres deshydratation. 

Dans la prothese selon la presente invention, la resistance mecanique est procuree par ranmature, et les 
perfonnances biologiques, pour la reconstitution d'un ligament normal, sont apportees par la matrice extracel- 
lulaire qui disposee de part et d'autre de I'armature la remplit et la traverse complement, rendant la coloni- 
sation quantrtativement et qualitativement viable. 
45 La gaine est permeable a la matrice extracellulaire liquide pour faciliter Hnterpenetration des deux matrices 

extracellulaires noyant ainsi le reseau de la gaine pour ensuite favoriser la migration des fibroplastes d'une 
matrice extracellulaire a I'autre. 

Selon une realisation preferentieile de l'invention , la gaine est constituee par des fils synthetiques tisses, 
tels que le polyter6phtaethyiene-glycol, tresses ou tricotes. 
so Les matrices extracellulaires dont la nature est choisie pour favoriser la migration, la multiplication et la 

croissance des fibroplastes sont constituees par un materiau extracellulaire biologique artificiel, qui selon une 
realisation preferentieile de l'invention est a base de ('association collagene-chitosane-glycosaminoglycanes. 

Selon cette realisation, les matrices extracellulaires comprennent du collagene pour 60 a 80 %, choisi parmi 
les collage nes de type I a XV d'origine humaine ou animate, natifs ou sans teiopeptide, pardu chitosane pour 
55 10 k 30 %, le chitosane provenant de la N-d6sac6ty!ation de la chitine d'invertebres et notamment de crabes 
et par des glycosaminoglycanes pour 6 a 10 %, choisis parnii I'acide hyaluronique, la chondrottine-4-suifate, 
la chondroltine-6-sulfate, le dermatane-sulfate, I'heparane-sulfate, le keratane-sulfate et I'heparine, ces pour- 
centages repr6sentant une concentration ponderale par rapport au poids sec de la matrice. 
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Pour d autres realisations particuliSres de prothSse selon cette invention, les matrices extraceilulaires peu- 
vent Stre choisies parmi les matSriaux suivants : collagenes reticuISs et derives, chitosanes reacStyISs et deri- 
ves, chitosanes reticules et derives, combinaison collagene reticule et chitosane reticulS, collagene reticule 
avec un chitosane, combinaison collagene reticule et glycosaminoglycanes reticules. 

Les matSriaux constitutife de chacune des matrices extraceilulaires interne et externe peuvent §tre res- 
pectivement les msmes en proportions identiques ou non ou bien differents. 

Le but de la presente invention est Sgalement un precede pour realiser une telle prothese, c'est-a-dire obte- 
nir une parfaite impregnation de la gaine tubulaire par les deux matrices extraceilulaires interne et externe et 
une bonne cohesion de la prothese ainsi obtenue. 

La presente invention propose plus particulierementdeux precedes de fabrication d'une prothese : un pre- 
mier plus spScifiquement adapts pour realiser des protheses defaible diametreetle second preferentiellement 
adapt§ pour realiser des protheses de diametre plus eleve. iwwiiMiemeni 

o m i^ d ! S t™ 06 * 6 **** fxemple Sire utilise pour un diametre de gaine notamment infSrieur a environ 
9 mm. tand.s que I autre procSdS peut Stre utilise pour un diametre superieur a environ 9 mm. On aborde ci- 
ts apres chacun des deux precedes, Slant bien evident que les valeurs numeriques concernant le diametre de 
la game evaluees expSrimentalement, sont donnees a titre indicatif nullement Imiitatif 
suivrnte Na r6a ' ISati0n d ' Une proth6se 'feamentaire notamment inferieure a 9 mm. on precede selon les Stapes 

- on introduit la gaine dans un tube ouvert a ses deux extrSmitSs 

- on introduit la matrice extracellulaire liquide par I'une des extremites du tube pour assurer une impre- 
gnation homogene de la gaine 

- on congele ('ensemble 

- on deshydrate I'ensemble dans le tube ou aprSs dSmoulage. 

Pour la realisation de protheses de diametre plus SlevS et plus spScifiquement supSrieur a 9 mm. le procedS 
decnt CHdessus presente certains inconvSnients lies au volume plus grand de matrice extracellulaire liquide a 
of !)'^ T E " effet - d " ne pa ^ a .P^ s son introduction dans le tube et la gaine. la matrice extracellulaire liquide 
peut se repandre par les extremrtes ouvertes du tube, et d'aulre part, au coure de la congSlation on risque de 
ne pas congeler toute la matrice extracellulaire, et en particulier le coeur de la matrice extracellulaire interne 

.es £52T££ de diam6tre d ' environ 9 - et p,us - te • ««J 

- apres preparation de la matrice extracellulaire interne liquide. on la coule dans un tube cylindrique et on 
la congele pendant un temps dStemiinS apte a confSrer une temperature stable au sein du produit 

- on dSshydrate la matrice extracellulaire interne dans le tube ou apres dSmoulage 

- on introduit la matrice extracellulaire interne dSshydratee dans la gaine 

- on plonge lagaine contenant la matrice extracellulaire deshydratSe dans un tube contenant une quantitS 
de matnee extracellulaire externe liquide pour impregnerladite gaine danssatotalitS et on congele I'ensem- 
ble apres un temps de contact dSterminS 

- on deshydrate I'ensemble dans le tube ou aprSs dSmoulage. 

L'invention est a present dScrite en reference aux figures annexSes. selon lesquelles : 
40 - Figure 1 repSsente une vue en coupe longitudinale d'une prothSse selon l'invention 

- Figure 2 represente une vue en perspective partiellement arrachSe d'une prothSse montrant successi- 
vement la matrice extracellulaire interne 2'. le support ou gaine 1 , la matrice extracellulaire externe 2 

- Figure 3 est une copie de photographie d'une prothSse selon l'invention, vue en coupe en microscope 
electronique a balayage 

- Figure 4 est une copie de photographie d'une matrice extracellulaire collagene 72 %-chitosane 20 %- 
chondieWne-4-et-6-sulfate 8 %, vue en coupe en microscope Slectronique. 

Selon l'invention, la prothSse ligamentaire est constituSe par la combinaison d'au molns deux mat6riaux 
bjocompatibles montres en Figure 3 respectivement sous forme d'un support ou gaine 1 et de deux matrices 
extraceilulaires interne 2' et externe 2, biodSgradables et dSterminSe pour peimettre in vivo la migration, la 
d^n^an^ntn^rer' PliCati ° n ** n6cessaires * la fomatton *™ «ss» apte a assurer les fonctidns 

D'une maniere importante. compte tenu du problSme posS. de creer un support d'implantation de fibro- 
btastes biocompatible et biodegradable, la matrice extracellulaire est prefSrentiellement composSe de colla- 
gene, de chitosane et de glycosaminoglycanes. 

Pour la prSparation de cette matrice extracellulaire. on se reportera au document EP-C-0 296 078 dont le 
contenu est incorpore S la presente description en tant que de besoin. 

Pour I'essentiel cette prSparation s'effechie comme suit On prepare une solution de collagene S laoueile 
on ajoute une solution de chitosane qui peut etre obtenue par N-d6sacetylation de chitine extraite de carapaces 
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de crustaces. On ajoute ensulte une solution de chondroltines-sulfate. La solution visqueuse obtenue est 
ensuite coulee dans des moules appropries aux utilisations envisagees, puis deshydratee. A noter que la 
deshydratation de ce melange peut etre obtenue de diff£rentes fagons en fonction des applications envisagees 
et de raspect souhaite. 

s Par exemple, en proc6dant & une lyophilisation, on obtient un melange sous forme d'un feutre dont le dla- 

metre moyen des pores peut varier de facon controiee en fonction des conditions operatoires, notamment de 
la proportion de matures seches de la matrice extracelluiaire liquide, de la vitesse et de la temperature de 
congelation. En soumettant le melange & un simple sechage, on obtient un film* De meme, si Ton precipite le 
melange avec des solvants, on obtiendra une matrice extracelluiaire sous forme d'une poudre, apres broyage 

10 du pr6cipite. 

A partir de la technique de base de la preparation de la matrice extracelluiaire, les constituants de celle-ci 
peuvent etre rajoutes dans differentes proportions correspondant aux fourchettes pr6cit£es. 

Par exemple, la matrice extracelluiaire peut contenir entre 0,5 et 2 % de matieres seches constitudes par 
les trois types de molecules precitees. 
15 A litre d'exemple, la matrice extracelluiaire liquide peut contenir environ 1 ,25 % de matieres seches cons- 

titutes par 72 % de collagene, 20 % de chitosane et 8 % de glycosaminoglycanes. 

Dans cet exemple, et suivant le protocoie de preparation decrit ci-dessus v il est precede de la facon suk 
vante : 

A une solution ou suspension de collagene (9 g dans 750 ml) que Ton agite pendant une heure environ et 
20 qu'on laisse reposer & une temperature de I'ordre de + 4°C pendant une dur£e de 1 8 heures environ, on ajoute 
en une seule fois une solution contenant environ 2,5 g de chitosane purifi6 dans 200 ml d'eau dont le pH est 
amene d 3,5 notamment par de i'acide acetique pur. Apres agitation de cette solution pendant une heure envi- 
ron, on ajoute, £ faible debit, une solution contenant environ 1 g de glycosaminoglycanes dans approximati- 
vement 50 ml d'eau. 

25 Le melange obtenu est agite pendant une heure a une temperature comprise entre 20 et 25°C, puis even* 

tuellement d6gaze par ultrasons notamment il suffit ensuite de deshydrater le melange. 

Comme indique, les matrices extracellulaires peuvent contenir les constituants dans d'autres proportions 
que ceiles indiqu6es ci-dessus. Par exemple, en respectant le m§me protocoie de preparation que cetui qui 
vient d'etre donne, les matrices extracellulaires peuvent contenir par exemple : 
30 - soft 68 % de collagene, 25 % de chitosane et 7 % de glycosaminoglycanes 

- soit 80 % de collagene, 12 % de chitosane et 8 % de glycosaminoglycanes. 

Seion les Figures 1 et 2, le support ou gaine 1, destine & recevoir les matrices extracellulaires, telles que 
d6crites precedemment, est du type tubuianre en etant conforme pour etre implante a la place du ou des liga- 
ments naturels £ rempiacer. Bien evidemment, cette gaine 1 presente tout agencement pour sa mise en place 

35 et sa fixation au niveau de I'articulation consideree. La structure de la gaine 1 n'est pas decrite en detail, car 
elle ne fait pas partie de I'objet sp£dfique de I'invention. En effet, les matrices extracellulaires peuvent etre 
combinees avec tout type de gaine biocompatible dont les formes, dimensions et agencements permettant de 
constituer un ligament arttficiei. 

La gaine 1 peut etre obtenue par tissage ou tricotage de fibres de materiau biocompatible. Par exemple, 

40 la gaine est obtenue & partir d'un tissage de fibres en terephtaethylene-glycol, sans pour cela exclure tout autre 
polyester compatible susceptible d'etre mis en forme par des caracteristiques similaires. La gaine est deter- 
minee pour presenter les caracteristiques mecaniques notamment de resistance & la traction suffisante pen- 
dant le temps necessaire £ la reconstrtution du neoligament sous I'effet de Taction de la matrice extracelluiaire. 
De meme, la nature du materiau constitutif de la gaine 1 est determinee pour ne pas engendrer de reactions 

45 inflammatoires. 

Concemant les caracteristiques mecaniques de la prothese, des tests et essais de traction, notamment 
ont ete effectues sur un appareil de mesure du type ADAMEL LHOMARGY DY 25. 

Concemant la cytotoxicite de la prothese sterilisee constitu6e par une gaine de polyterephtaethyiene-glyco! 
etde matrices extracellulaires constitu6es par I'association co!lagene,72 %-chitosane t 20%-chondroTtine-4-et- 
so 6-sulfate,8 %, une etude permet de confirmer la non cytotoxicite du ligament artificiel vis-e-vis des fibroblastes. 
L'evaluation de cette cytotoxicite a ete faite quantitativement par un test au MTTen presence de matrice extra- 
celluiaire seule et matrice extracelluiaire plus DACRON, comparauVement £ une culture de fibroblastes faite 
en presence d'un temoin de cytotoxicite positif et negatif. 

55 
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Pourcentage de vxabitite 


Tcmotn de cytotoxicity xiegatif 


JLUU Tto 


Tenvoia de cytotoxiote positif 


9% 


Mafxice extcacdUubure 


100 ft 


t> ACRON + Matdce extxacelhilalre 
test direct 


80% 


DACRON+ Matdce cxtocelluJadrc 
test indirect 


92% 



„,ih!"~ C ?" SiS i e ^ 1 6P ° Ser d,rectement un lament de DACRON ♦ matrice extracellulaire sur une 

SSS a testef ^ °" Ut,1iSe ' e mi ' ieU de CU ' tUre dans ,equel a incube 48 ~ 

20 „* La co'oraUon au MTT permet de transformer les sels de tetrazolium en cristaux bleus de formazan et 
depend directement de I'activite de I'enzyme succinate dehydrogenase, wrmazan et 

Les resultats obtenus sont satisfaisants : 20 % de cytotoxicite sont toleres 
r^rS^S ^ matrfCeS eXfraC6llU,aires de mSme «■« •» <— decrite ci-dessus, 



25 



La matrice extracellulaire a ete ensemencee par des fibroblastes a rafson de 500 000 cellules par cm* a 
T 0 . La culture est incubee a 37°C dans une atmosphere a 5 % de C0 2 dans du milieu DMEM contenant 10 % 

Chacun des deux precedes de realisation est a present decrit 
uneSule iS^^ ^ " 9amentaire de diam6tre notamment inferieur a 9 mm, on procede en 

m ifof ine J e ^| n,rod " ite dans un °"vert a ses deux exfremites et dont le diametre est superieur d'envi- 
ron20^aud.ametredelad.te gaine. La matrice extracenulairearitatHquideestintroduiteparrunedesouver- 
SnLmhS l, ,1 COnvenaWe / our assurer "ne impregnation homogene des fibres de la gaine. 
te tuS « ^e^ST 6 ^ Pr6c6demment «»* soumfe a une °P 6ra «- da deshydra ta «on dans 

H ia nlr 0ter T 06 f? C * d * ; Pe " 1 69a!ement itre utais6 dans ^ins cas pour la realisation de ligaments de 
diametre supeneur* 9 mm, ma.s ne permet pas de realiser des ligaments presentantdes differences au niveau 
de te i compos.t.on et de la texture entre la matrice extracellulaire interne et la matrice extracellulaire exteme 

de 10 a 20 cm. sa resistance a la rupture de I'ordre de 120 daN et son allongement a la rupture de I'ordre de 

en deSx^es" 831 ' 0 " Ksamentaire d ' un dlametre au moins a e "viron 9 mm, on procede 

n-JE!" 8 J""?*? 6ta , Pe ' 3pr6s pr6 P aration de la matrice extracellulaire interne liquide, comme indique 
prScedemment, cette demiere est coulee dans un tube cylindrique en matiere plastique tel que le polyethylene 
polypropylene, polytetrafluorocarbone. silicone... On procede ensuite a une congelation de la matrice exit 
I ! ?'? ' nerne « ,u,ee dans ,e tobe pendant un temps necessaire a robtention d'une temperature stable au 
sein de ladite matrice extracellulaire. Cette demiere est alors deshydratee directement dans le tube de conge- 
lation ou apres demoulage. v~» sw - 

La matrice extracellulaire interne 2' deshydratee est ensuite introduite dans la gaine 1 constltuant ainsi un 
corps cylmdrlque resultant de ('introduction de ladite matrice extracellulaire interne 2' a I'etat sec a Pinterleur 
55 de ladite gaine 1. 

Dans une deuxteme etape, ('ensemble constitu* de la gaine 1 et de la matrice extracellulaire interne 2' & 
I «at sec est introduit dans un tube contenant une solution de matrice extracellulaire exteme * I'etat liquide et 
en quanta suffisante pour entourer ledit ensemble dans sa totality Apres une dur6e de I'ordre de 5 a 15 minu- 
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tes, I'ensemble contenu dans le tube et impr£gn6 de la matrice extracellulaire externa liquide est congeie dans 
les m6mes conditions que celles decrites prec6demment On procede ensuite a !a deshydratation dans le tube 
ou apr£s d6moulage pour obtenir la prothese ligamentaire. 

A titre d'exemple, le diametre exterieur du support peut etre de 9 & 1 0 mm, la longueur de la prothese obte- 
5 nue de I'ordre de 25 a 30 cm, sa resistance a la rupture de I'ordre de 238 daN et son allongement de I'ordre 
de 28,4 %. 

Ce proc6d6 de preparation permet d'utiliser des compositions diffSrentes de la matrice extracellulaire pour 
la matrice interne et la matrice externe. 

10 

Revendlcations 

1. Prothese ligamentaire comprenant une armature a!long6e, soupte et r£sistante, et une matrice extracellu- 
laire couvrant ladite armature, caracterisee en ce que I'armature est une gaine (1) tubulaire permeable & 

is la matrice extracellulaire k I'&tat liquide, ladite gaine 6tant remplie avec une matrice extracellulaire interne 

(2') sdche et recouverte & I'exterieur par une matrice extracellulaire exteme (2) s£che, la gaine etant tra- 
vers£e par Tune et/ou 1'autre des deux matrices extracellulaires. 

2. Prothese selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la gaine est constitu6e par des fils sy nth6tiques 
20 tiss6s, teis que le polyt6r£phta6thy(&ne-glycoi, tresses ou tricotes. 

3. Prothese selon la revendication 1, caracterisee en ce que les matrices extracellulaires interne et exteme 
sont constitutes par un mat&riau biologique extracellulaire artificiel. 

25 4. Prothese selon la revendication 3, caracterisee en ce que le materiau extracellulaire biologique artificiel 
est compose de collagene, chitosane et glycosaminoglycanes. 

5. Prothese selon la revendication 4, caracterisee en ce que le collagene est choisi parmi les collagfcnes de 
type I a XV d'origine humaine ou animale. natifs ou sans teiopeptide et que sa concentration pond£rale 

30 par rapport au poids sec de la matrice, est comprise entre 60 et 80 %. 

6. Prothese selon la revendication 4, caracterisee en ce que le chitosane provient de la N-d6sac6ty!ation de 
la chitine d'invertebres et que sa concentration ponderale par rapport au poids sec de la matrice est 
comprise entre 1 0 et 30 %. 

35 

7. Prothese selon la revendication 4, caracterisee en ce que les glycosaminoglycanes sont choisis paimi 
Tacide hyaluronique, la chondroitine-4-sulfate, la chondroitine-6-sulfate, le dermatane-sulfate, l'h£parane~ 
sulfate, le k6ratane-sulfate et I'heparine, et que leur concentration ponderale par rapport au poids sec de 
la matrice, est comprise entre 6 et 10 %. 

40 

8. Prothese selon la revendication 3, caracterisee en ce que le materiau extracellulaire biologique artificiel 
est choisi parmi les collag&nes reticules et derives, les chitosanes reacetyies et derives, les chitosanes 
reticules et derives, la combinaison du collagene reticule et du chitosane reticule, le collagene reticule avec 
du chitosane, et la combinaison du collagene reticule et de glycosaminoglycanes reticules. 

45 

9. Prothese selon la revendication 3, caracterisee en ce que les compositions des matrices extracellulaires 
interne et exteme sont les mSmes ou differentes. 

10. Procede pour r6aliser une prothese ligamentaire selon I'une quelconque des revendlcations 1 & 8, ayant 
so un diametre au moins egal £ environ 9 mm, caract£ris6 en ce que : 

- apres preparation des matrices extracellulaires liquides, on coule la matrice extracellulaire interne (2') 
dans un tube cylindrique et on la congfele pendant un temps determine apte a conferer une temperature 
stable au sein du materiau 

- on deshydrate la matrice extracellulaire interne (2') notamment par lyophilisation 
55 - on introdiiit la matrice extracellulaire interne (2') deshydratee dans la gaine 

- on plonge la gaine (1) con tenant la matrice extracellulaire interne (2') deshydratee dans un tube conte- 
nant une quantite de matrice extracellulaire exteme (2) liquide pour impr6gner ladite gaine (1) dans sa 
totalite et on congeie I'ensemble apres un temps de contact determine 
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- on cteshydrate I'ensemble notamment par lyophilisation. 

11. Proc&te pour rtaliser une prothSse ligamentafre seion Tune quelconque des revendications 1 k 8 ayant 
un diamfctre notamment inferieur & 9 mm, caracteris6 en ce que : 

- on introduit la gaine (1) dans un tube ouvert & ses deux extr6mites 

7 ° n Jntroduit ,es matrfces extracellulaires interne (2')et exteme (2) liquides par I'une des extr6mites du 
tube pour assurer un remplissage et une impregnation homog§ne de la gaine (1) 

- on congfcle I'ensemble 

- on d6shydrate I'ensemble, notamment par lyophilisation. 
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